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NEP25マウス(12-18週)32匹をLMB2 4 ng/g BW(n = 26、以下NEP25/LMB2)、
もしくはリン酸緩衝バッファー(n = 6、以下 NEP25/PBS)投与群にランダムに振
り分けそれぞれ尾静脈投与を行った。そのうち NEP25/LMB2 群 6 匹、
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NEP25/PBS 群 6 匹を、LMB2 投与日を 0 日目と設定し、前日、8 日目にそれ
ぞれ右腎下極、左腎下極の腎生検を行い、12 日目に 4% パラフォルムアルデヒ
ド(以下 PFA)で左室よりかん流後に腎臓を摘出し組織学的検討を行った。かん流
後 4%PFA で固定した組織はパラフィン包埋後 WT-1 染色、fibrinogen 染色、




次に NEP25/LMB2 マウス 20 匹を−１日目(LMB2 の静注前日)、１日目、8 日
目、12 日目でそれぞれ 5 匹ずつに分けて糸球体単離を行った。1 日目の一部の
組織は染色および電顕に用いた。これらの単離糸球体は個体ごとに mRNA 抽出
を行い、タンパク質は個体ごとの単離糸球体をプールして解析に用いた。24 時





染色を行った。パラフィン切片(2μm)については PAS 染色、PAM 染色と免疫
組織学的染色に用いた。免疫組織学的染色には Avidin/Biotin Blocking Kit 
(Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) と peroxidase-conjugated 
EnVision+Single Reagent (Dako, Glostrup, Denmark)を用いた。また可視化の
ため diaminobenzidine (DAB substrate-chromogen system, Dako)もしくは
nitro blue tetrazolium (NBT/BCIP; Roche Diagnostics, Mannheim, Germany)
を用いて説明書に基づいた染色を行った 30),31)。凍結切片は免疫蛍光染色のみに
用いた。一次抗体に対してそれぞれ二次抗体標識の Alexa488、568 (Life 
Technologies, Carlsbad, CA, USA) 、rhodamine のいずれかを用いて可視化を
行った。核染色には DAPI を用いた。ポドサイト数のカウントには WT-1 染色
を用いた。1 日目、8 日目の検体では少なくとも 30 個以上、12 日目の検体では
70 個以上の糸球体を無作為に抽出し WT-1 陽性細胞数をカウントした。血栓に
ついては PAM 染色の標本を用いて−１日目、8 日目の検体では少なくとも 30 個
以上、12 日目の検体では 70 個以上の糸球体を無作為に抽出し、それぞれの糸
球体の血管極を中心に４分割した血栓の割合を 0%, 1– 25%, 26–50%, 51–75%, 






Takemoto らの方法に沿って 32)、0.8%Fe/PBS 30 ml でマウス左室よりかん流を
行い、腎臓を摘出した。1 mm 角にカットし、コラゲナーゼ溶液を用いて結合織
の溶解を行った後に 100 μm→70 μm のメッシュで溶解液の濾過を行った。濾過
液に混じった Fe の入った糸球体を磁石で回収し、滅菌 PBS で洗浄後に 1500
回転 5 分で遠心し、沈殿した糸球体を回収した。 
d.RNA extraction and quantitative real-time polymerase chain reaction 
(qRT-PCR) 
単離糸球体から ISOGEN (Wako Pure Chemical Industries Ltd., Osaka, 
Japan).を用いて RNA 回収を行った。Total RNA から Thermoscript 
RT-PCR System (Invitrogen, Karlsruhe, Germany)を説明書通りに用いて逆転
写にて１本鎖 DNA を作成した。定量分析は GAPDH で補正を行い、ΔΔCt 法







一方ポドサイト数を示す WT-1 染色は 8 日目より減少を認めた(図 5B)。糸球体
を血栓の有無に分けてポドサイト数をカウントしたところ、血栓有りの糸球体
で有意にポドサイト数の減少が認められた (図 5C)。PAM 染色、および
Fibrinogen 染色の連続切片ではポドサイト障害部に一致したフィブリン血栓を





b. 内皮細胞障害は血栓に付随して起きる  
 ポドサイトの産生する VEGF および内皮細胞の産生する eNOS の mRNA は
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12 日目より減少を認めた (図 6A,B)。 
また糸球体組織の血栓を半定量的に測定したところ、8 日目、12 日目で −１日
目の腎生検組織と比較して血栓の増加を認めた (図 6C)。さらに TGF-βmRNA, 
PAI-1mRNA は 1 日目より発現が増加していた (図 6D,E)。 
局在および発現を確認するために腎糸球体の蛍光染色、免疫組織学染色を行っ
たところ PAI-1 は 1 日目ですでに糸球体の係蹄に、びまん性に発現を認めた。
これは CD31 との共局在を認めており内皮細胞に発現していることが確認され
た (図 6F)。NEP25/LMB2 day12 では一部 synaptopodin との共局在を認め、












て上昇するとの報告がある分子が PAI-1 である 35),36)。メカニズムの証明はない
ものの、妊娠中毒症や DIC などの内皮細胞障害疾患においては病変組織局所の
PAI-1 mRNA が強発現していることが知られている 35),36)。また、Eddy らのグ
ループは STZ により糖尿病を誘発した PAI-1 KO マウスでは、STZ を投与した
PAI-1 +/+マウスに比べ、蛋白尿が減少し、糸球体の細胞外基質の増加が抑制さ















2-2 ポドサイト障害モデルマウスにおける PAI-1 抑制薬の有効性の検討 
 
 2-2-1. 対象および方法 
 
a. 動物モデル 
NEP25/LMB2 マウス(n = 24)を LMB2 投与日より PAI-1 抑制薬 (n = 13, 以下
NEP25/LMB2 + PI)、10μg/g/BW または PAI-1 抑制薬の溶媒(vehicle)である
0.5%カルメロース (n = 11, 以下 NEP25/LMB2 + VH)を 12 日間経口投与する
2 群にランダムに振り分けて検討を行った。そのうち NEP25/LMB2 + PI 群(n 
= 8)、NEP25/LMB2 + VH 群（n = 6）はプロトコール 1 と同様に LMB2 投与
日を 0 日目とし、前日、8 日目にそれぞれ右腎下極、左腎下極の腎生検を行い、
12 日目に 4% パラフォルムアルデヒドで左室よりかん流後に腎臓を摘出し組
織学的検討を行った。かん流後 4%PFA で固定した組織はパラフィン包埋後
WT-1 染色、PAI-1 染色を行った。一部の腎臓はクリオプロテクションを行い、
凍結切片を作成し、β1 integrin 染色を行った。また 2%グルタールアルデヒド
で固定した組織は電顕観察に用いた。次に NEP25/LMB2 + PI (n = 5)および
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NEP25/LMB2 + VH (n = 5) の 12 日目のマウスの糸球体単離を行った。これ
らの検体は個体ごとに mRNA 抽出を行い、タンパク抽出は個体ごとの単離糸
球体をプールしたものを用いた。また採血を行い ELISA による血中 PAI-1 濃
度測定に用いた。24 時間蓄尿は LMB2 投与後 0 日目, 5 日目, 8 日目,12 日目で
行った。 
 
b.PAI-1 抑制薬 TM 5484 について 
東北大学 分子病態治療学分野 宮田敏男教授よりご提供いただき今回の研究
に用いた PAI-1 抑制薬は、PAI-1 分子内のあるポケットにペプチドを挿入する
ことにより活性を失活させる働きを持つ化合物である。この化合物は、ラット
では t1/2 が６時間程度で、動物(マウス、ラット、サル)に対する単回経口投与
(2,000mg/kg)毒性は認められていない。我々の用いた TM 5484 (分子量 384.8、
clogP 2.32) はX線結晶構造解析情報を基に作成された450個あるリード化合物
のうちの一つ TM5007 をもとにデザインされた薬剤である 38),39)。頻回投与毒性
についての評価のため、TM5484 を 30mg/kg で 2 週間、雌雄 5 匹ずつのラット
に投与したが副作用は認められなかった。TM5484 は in vitro での chromogenic 
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assay による 50%阻害濃度が 3.56 μM であり、他のセリンプロテアーゼ (アン
チトロンビンⅢやα2−アンチプラスミンなど)は阻害しない。物質の変異原性を
調べるエームズテストは陰性であった。hERG (human ether-a-go-go) 遺伝子阻
害について hERG 遺伝子を組み込んだ HEK293 細胞で確認したが、PAI-1 濃度





30 個以上、12 日目の検体では 70 個以上の糸球体を無作為に抽出し、それぞれ
の糸球体の血管極を中心に４分割した血栓の割合を 0%, 1– 25%, 26–50%, 51–




NEP25/LMB2 + PI 群では PAI-1 発現がコントロール群に比べ抑制されていた
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(図 7A)。NEP25/LMB2 + PI 群では蛋白尿は 12 日目でカルメロース投与群に比
べ明らかに減少を認めた(図 7B)。血栓の減少も確認された(図 7C)。また WT-1
陽性細胞数については 8 日目、12 日目とも減少が緩やかになった(図 7D)。単離
糸球体を用いた VEGF mRNA および eNOS mRNA の発現は 12 日目で
NEP25/LMB2 + VH 群に比べ保たれ、ポドサイト障害マーカーである desmin、
veimentin の発現については抑制されていた(図 7E)。NEP25/LMB2 + PI 群で
は光顕像、電顕像とも組織学的にも形態が保たれていることを確認し、特に電
顕ではポドサイトの足突起消失などの傷害像が顕著に減少していた(図 8A)。糸
球体の硬化糸球体数をカウントしたところ 12 日目では有意に NEP25/LMB2 + 
PI 群で減少を認めた ( 図  8B) 。蛍光染色では NEP25/PBS 群および
NEP25/LMB2 + PI 群ポドサイトの基底膜側膜表面に β1 integrin 発現を認め、
ポドサイトマーカーの synaptopodin とは共局在を認めない (図 9)。一方
NEP25/LMB2 + VH 群ではポドサイトの細胞質内に局在している。これは β1 













予想される 43-45)。本研究前に行った、NEP25/LMB2+VH マウス(n = 3)と
NEP25/LMB2+PI マウス (n = 3)の ELISA による PAI-1 血中濃度測定では両群
の差は認められなかった (2.66 ± 0.66 in vehicle vs. 3.68 ± 1.37 ng/ml in PAI-1 





つとして PAI-1 が uPA と uPAR を介して β1 integrin の細胞内取り込みを促進
するという報告がある 46)。実際にポドサイト–基底膜の主要な細胞接着因子であ
る β1 integrin の局在を各群で確認したところ、NEP25/LMB2 + VH 群での β1 


















NEP25/LMB2 マウス 10 匹をヘパリンナトリウム投与群  (n = 5、以下
NEP25/LMB2 + Hep)、もしくはリン酸緩衝バッファー投与群(n = 5、以下
NEP25/LMB2 + PBS)に分けた。NEP25/LMB2 + Hep 群は 12 時間ごとにヘパ
リンナトリウム 25 単位 (1 単位/μl、富士製薬工業)、NEP25/LMB2 + PBS 群
は 12 時間ごとにリン酸緩衝バッファーを 25μl それぞれ皮下注射した。ヘパリ
ンの投与濃度は予備実験にてカルシウム再加時間を測定し 47)、コントロールの
3 倍の延長時間を示すように調整した。NEP25/PBS + Hep 群 、NEP25/LMB2 
+ PBS 群ともに LMB2 投与日を 0 日目と設定し、前日にそれぞれ右腎下極の腎
生検を行った。また 12 日目に 4%パラフォルムアルデヒドで左室よりかん流後
に腎臓を摘出し組織学的検討を行った。かん流後 4%パラフォルムアルデヒドで
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固定した組織はパラフィン包埋し、切片を WT-1 染色、PAS 染色にて評価した。
WT-1 カウントおよび血栓スコアは 2-1-1b と同様の方法で行った。24 時間蓄尿
は LMB2 投与後 0 日目, 5 日目, 8 日目, 12 日目で行った。 
 
b. カルシウム再加時間 
1.5 ml エッペンチューブに 200μL の全血を採取し、同量の 3.2%クエン酸と転


































なく、uPA や uPAR との complex 形成によって細胞の mobility や増殖を促進す
る物質であるいう考えが一般的になっている。その根拠としては、まず様々な




いても発現量の多さに生命予後(over all survival)の悪さが相関していた 49)。ま
た colon neoplasiaの組織でuPA PAI-1、uPARのmRNA発現はすべてnormal、 
adenoma、 carcinoma の順に増加していた 50)。さらに 14 人の大腸がんで肝臓
に転移のある患者のガン領域を染色したところ、浸潤部位の遠位端にあきらか
に uPA、PAI-1、uPAR mRNA の発現が増強していることが示された 51)。他に
もメラノーマ、肺がんなど多くの固形ガンにおいて同様の報告が示されている
48)。しかし uPA、PAI-1、uPAR の 3 分子がそれぞれどう関連しているかそのメ
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カニズムについて示した論文は少なく、過去に報告されたもので最も理論的に
説明されたものとして、2003 年の Czekay らの論文がある 46)。Czekay らは
HT-1080 細胞 (ヒト肉腫細胞 )の mobility を示す手段として、PAI-1 が
de-adhesive molecule であることを明らかにした。それによると PAI-1 は uPA
と complex を作り細胞膜表面の uPAR に結合する。PAI-1/uPA/uPAR の３分子
は細胞膜表面で αvβ5 や α3β1 integrin (および LRP)と complex 形成し、細胞内
に取り込まれる。細胞表面の接着分子 integrin がエンドサイトーシスすること
で細胞剥離が促進される 46),52)。PAI-1 単独、uPA 単独ではこの反応は起きず、
complex の形成によって初めて細胞内取り込みが起きる。筆者らはこの
PAI-1/uPA/uPAR/integrin/(LRP) complex が細胞内に取り込まれる際に細胞膜
表面の integrin が半分以上取り込まれると detachment しやすい状況なると考
察している。ポドサイトでは α3β1 integrin が基底膜との接着に主に関わる分子
であることが知られており 53)、さらに β1 integrin は uPAR と結合することが








 分化 4 日目のマウス培養不死化ポドサイトを用いて実験を行った 54)。 
5 nM PAI-1 と 5 nM uPA (いずれも Molecular Innovations)を 37℃ 10min で
インキュベートし、5 nM PAI-1/uPAcomplex を投与前に作成した 55)。あらかじ
め酸処理を行い、内因性の uPA および PAI-1 を処理した培養ポドサイトを①5 
nM uPA 投与群(コントロール群)、②5 nM PAI-1 投与群 (PAI-1 群)、③
PAI-1/uPA complex 投与群 (PAI-1/uPA complex 群)、④5 nM の uPAR 抗体で
レセプターをブロックした後、5 nM uPA+PAI-1 complex を投与する群 
(anti-uPAR 群)の 4 グループに分け以下の実験を行った。 
 
a. 細胞剥離試験  
4000 個の不死化ポドサイトを、コラーゲンⅠ(高研)コートした 24 ウェルプレ
ート (BD Biosciences) に 1 グループあたり少なくとも 3 ウェルに培養し、投与
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前の状態で撮影した。上記①—④をそれぞれ添加した後 37℃で 10 分間インキュ
ベートし、リン酸緩衝生理食塩水で 2 回洗浄した。4%PFA で 10 分固定後クリ
スタルバイオレット染色し、細胞数をカウントした。 
 
b. 蛍光二重染色  
培養ポドサイトをコラーゲンⅠ (高研)でコートしたカバースリップに蒔き、分
化４日目で上記①−④を添加した後 37℃で 10 分間インキュベートし、リン酸緩
衝生理食塩水で 2 回洗浄した。4% PFA を用いて室温で 10 分間固定し、50 mM
のグリシン/リン酸緩衝生理食塩水で 30 分間ブロッキングを行った。一次抗体に
は抗 uPAR 抗体および抗 β1 integrin 抗体、二次抗体には抗ラット抗体標識
Alexa 488 と抗ウサギ抗体 rhodamine を用いた。観察には共焦点顕微鏡 
(LEICA TCS SP5) を使用した。 
 
c. ビオチン化標識膜タンパクのウエスタンブロット  
不死化ポドサイトを、コラーゲンⅠ(高研)でコートした 10cm 培養皿に培養し
分化させた。上記①—④をそれぞれ添加した後 37℃で 10 分間インキュベートし、
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リン酸緩衝生理食塩水で 2 回洗浄した。サーモサイエンティフィック社の Cell 
Surface Protein Isolation Kit を用いて膜タンパクのみを抽出した。上記 4 グループ




を抽出し、この抽出液を用いて SDS-PAGE を行い、転写後に β1 integrin 抗体
の検出を行った。コントロールとしてアビジンビーズ吸着前の細胞溶解液を用
いて同様に β1 integrin 抗体の検出を行った。 
d. 細胞質抽出液を用いたウエスタンブロット  
不死化ポドサイトを、コラーゲンⅠコートした 10 cm 培養皿に培養し分化させ
た。上記①—④をそれぞれ添加した後 37℃で 10 分間インキュベートし、リン酸
緩衝生理食塩水で 2 回洗浄した。上記 4 グループの細胞を回収し、サーモサイ
エンティフィック社の subcellular protein fractionation kit for cultured cells
を用いて細胞質分画のみを抽出した。細胞を回収し pellet にしたものを 1.5 ml
チューブに入れ 500 回転で 2-3 分遠心した。上清をとりのぞき、氷冷した
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Cytoplasm Extraction Buffer (プロテアーゼインヒビター入り)を細胞の 10 倍
量添加し、60 分間振盪器を用いて緩やかに混和した。500 g で 5 分間遠心し上
清をとり、SDS-PAGE および転写後に β1 integrin 抗体および β アクチン抗体
の検出を行った。 
 
e. 二重免疫電顕  
コントロール群、PAI-1/uPA complex 群の 2 群の細胞を Periodate Lysine 
Paraformaldehyde; PLP 溶液で 6 時間固定し回収した。1.5 ml チューブに入れ
遠心し、ペレットにした後、polyvinylpyrrolidone 溶液にて一晩 4℃下で浸透し
た。次にウルトラシン凍結切片を作成し、電顕用メッシュに乗せ、一次抗体に
は抗 uPAR 抗体および抗 β1 integrin 抗体、二次抗体にはそれぞれに対して 10 




細胞剥離試験ではコントロール群、PAI-1 群に比べて PAI-1/uPA complex 群で
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はポドサイト数の減少を認めた。しかし、uPAR をブロックした anti-uPAR 群
では剥離数はコントロール群と比べて変化を認めなかった(図 11)。このことか
ら PAI-1/uPA complex はポドサイト剥離を促進し、uPAR 抗体によって剥離が
抑制することが確認できた。 
次に uPAR と β1 integrin の蛍光二重染色を共焦点顕微鏡で観察した結果、明ら
かに PAI-1/uPA complex 群でのみ、uPAR と β1 integrin の共局在率が有意に上
昇し、かつ細胞内への移動がみられた。control 群、PAI-1 群、anti-uPAR 群で
は β1 integrin は細胞膜表面に集簇像を認め、uPAR は細胞膜、細胞質内に点在
し、共局在率は低値を示した (図 12A,B)。 
さらにビオチン化標識を行った細胞膜表面 β1 integrin は PAI-1/uPA complex
群で他の３群に比べ明らかに減少する一方、細胞質抽出タンパクでは発現の増
加が認められた(図 13A,B)。 
二重免疫電顕では PAI-1/uPA complex 群では細胞質内の β1 integrin、uPAR が
小胞内に存在することが確認された(図 13C)。実際の金標識の細胞膜/細胞質の





Vitro の実験により、ポドサイトでの PAI-1/uPA complex による β1 integrin の
エンドサイトーシスが示された。さらに integrin の取り込みは uPAR をブロッ
クすることで阻害された。 
ポドサイトの傷害によって係蹄内で産生された PAI-1 は血中の uPA と結合し、
PAI-1/uPA complexを作る。PAI-1/uPA complexはポドサイトuPARに結合し、
細胞内に取り込まれる際に β1 integrin を同時に細胞内に取り込む。α3β1 
integrin はポドサイトと基底膜の主要な接着因子として知られており 53)、β1 
integrin のノックアウトマウスではポドサイトの剥離が生じることが報告され
ている 57)。今回我々は PAI-1/uPAcomplex を投与し、uPAR と β1 integrin の変
化を確認した。蛍光染色では uPAR, β1 integrin の細胞膜表面から細胞質内への
移動と共局在を確認し、さらにウエスタンブロットにおいて細胞膜表面からの
β1 integrin タンパク減少および細胞質内での β1 integrin 発現増加を示した。さ
らに PAI-1/uPA を投与し、uPAR および β1 integrin の二重免疫電顕を行ったと
ころ細胞質内の小胞内に両分子が共存する像が確認された。我々の用いた β1 
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integrin 抗体は N 末端を標識するエピトープを持っており、活性型か非活性型
であるかは染色やウエスタンブロットでは不明である。しかし、通常 integrin
は細胞膜、細胞内、細胞膜へとリサイクリングしていることが報告されており、
一度細胞内に取り込まれると活性型の integrin は 15-30 分以内に７割以上がリ
サイクルされる 58)。一方不活性型の integrin は 30 分の時点で 2-3 割のリサイ
クル率である。そこで我々は観察時間を 10 分にして検討を行うこととした。こ
れにより、移動を示した integrin は細胞膜表面で活性型であり基底膜と接着し
























NEP25/LMB2 のモデルマウスにおいて PAI-1 タンパクの発現は LMB2 投与後
１日目より、糸球体内皮細胞に広範に出現しており非常に特異的な所見であっ
た。注目すべきことに、PAI-1 発現の上昇は単離糸球体における eNOS および
VEGF 減少、また血栓形成に先行していた。LMB2 の半減期は 35 分と非常に早
 41 















NEP25 マウスは LMB2 を投与すると最初のポドサイト受傷により、不均一に
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ポドサイト障害を起こす。しかし、LMB2 の半減期は 35 分であるにもかかわら
ずポドサイト数は減少し続ける。 
Matsusaka らは hCD25 陽性・陰性ポドサイトのキメラマウスにおいて LMB2
を投与すると hCD25 陰性ポドサイトも早期の時点で同様に障害を受け減少し











カニズムを、培養細胞を用いて明らかにした。HT-1080 細胞では PAI-1 が uPA
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と complex を作り uPAR に結合する。その３分子は細胞膜表面で integrin と
complex 形成し、細胞内に取り込まれる。細胞表面の接着分子 β1 integrin が減
少する結果として細胞剥離が促進され、がん細胞の転移が促進される 46,52)。 
そこで我々はポドサイトにおいても糸球体障害時には局所の PAI-1 が上昇し、
uPA と complex を作り、ポドサイトの uPAR を介して基底膜との接着因子であ
る integrin と結合し、細胞内に取り込むことでポドサイトが剥離するのではな
いかと仮説をたてた。培養ポドサイトに PAI-1/uPA complex を添加してみたと
ころ、予測通りに剥離が起きた。また PAI-1 単独で添加した場合や、PAI-1/uPA 
complex を投与する前に uPAR をブロックした場合は剥離しなかった。 
次に、細胞接着因子である β1 integrin の移動について注目した。係蹄において
ポドサイトと基底膜の接着因子では α3β1 が重要な役割を担っており、β1 
integrin のそれぞれの KO マウスではポドサイトが剥離し、重篤なネフローゼ
を来す 57)。uPAR は β1 integrin と結合することが知られている 52)。そこで我々
は β1 integrin と PAI-1/uPA/uPAR complex の動きを追うことにした。 
ウエスタンブロッティングではビオチン化標識を行い細胞膜表面のタンパクを
抽出して β1 integrin の発現を確認した。その結果 PAI-1/uPA complex 投与群で
 44 
は細胞膜表面での発現が他のグループと比較して著明に減少していた。一方細
胞質分画抽出での β1 integrin の発現は増加していた。また蛍光二重染色では
PAI-1/uPA complex 投与群では uPARと β1 integrinは細胞膜から細胞内へ移動
しており、細胞内での共局在を認めた。さらに細胞内取り込みはエンドサイト
ーシスによるものであることを二重免疫電顕で確認した。またその検体を用い
て細胞表面 β1 integrin および uPAR の金粒子数をカウントしたところ、コント
ロールと比べ PAI-1/uPA complex 群では半数以下であった。 
以上より、ポドサイト傷害によってVEGFの供給を絶たれた内皮細胞からPAI-1
が発現し、血中のuPAと基底膜外で complexを作り、uPARを介して β1 integrin
を取り込むことでポドサイト剥離を促進することが示された(図 14)。これは
Czekay らの論文と一致する結果である。PAI-1 は 45 kDa、uPA は 31.5 kDa
と非常に小さい分子であり 66),67)、基底膜を通過することは確認されている 68),69)。 
FSGS 患者では uPAR が血中およびポドサイト表面で上昇している 70)。Wei ら
は可溶性 uPAR がポドサイトの αvβ3 integrin を活性化し、アクチン細胞骨格を
変化させることでポドサイトの足突起消失を起こすことを報告した 70,71)。さら
に β1 integrin の減少は、Rac1 および ERK を介して β3 integrin の活性化を促
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す 72)。我々は最初のポドサイト傷害を発端として内皮細胞もしくは血小板から
産生されたPAI-1 がポドサイト β1 integrinを細胞内に取り込むことを示してい




と tPA の mRNA 発現 を定量した。その結果膜性腎症と FSGS では対照群と比
較して PAI-1/tPA 比の有意な上昇を示し、PAI-1 の発現増加は蛋白尿と相関を
認めた。しかし tPA 単独では対照群との発現量の差は認められなかった 43)。
PAI-1 が tPA→Plasmin 系を阻害し、ポドサイトへはたらきかける保護効果を示
す可能性は否定できないが、少なくとも FSGS においては tPA とは関連しない
PAI-1 の発現上昇が糸球体障害の重要な因子であることが推察される。 
今回の研究結果から係蹄内細胞からポドサイトへの伝達物質は報告が少ないが、
PAI-1 は内皮細胞障害時にポドサイトへ悪影響を与え、vicious cycle を作る物質







惹起され、PAI-1 が上昇する。PAI-1 はポドサイトの細胞膜表面上で uPA/uPAR
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図 1. ネフローゼ症候群について 






















































































A.蛋白尿はコントロール(n = 4)と比べLMB2投与群(n = 6)で8日目より増加を認
めた（**P < 0.01）。 
B.WT-1陽性細胞は8日目より減少を認めた(**P < 0.01)。 
C.糸球体を血栓の有無で分けポドサイト数(WT-1陽性細胞数)をカウントしたと
ころ有意に血栓陽性糸球体におけるポドサイト数は減少した(1.24 ± 0.31 cells 




E. Fibrinogen染色 (brown), (Dの連続切片) : PAS染色の浸出は血栓であること
が確認できた(×400) 









A, B. day −1と比較して単離糸球体VEGF, eNOS mRNAの発現はDay12で著明
に低下した (*P < 0.05)。 
C.血栓スコアは時系列に増加を認めた(***P < 0.001)。 
D, E. 単離糸球体TGF-β mRNA発現はPAI-1 mRNAと同様にLMB2投与後1日
目から上昇した (*P < 0.05, **P < 0.01 ). 
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B.NEP25/LMB2 + PI群(n = 8)はNEP25/LMB2 + VH(コントロール)群(n = 6)と
比較して、著明にタンパク尿が減少した (*P < 0.05)。 
C. NEP25/LMB2 + PI群では血栓形成が軽減した (*P < 0.05)。 
D. NEP25/LMB2 + PI群 (n = 8)ではNEP25/LMB2 + VH(コントロール)群(n = 
6)と比較してポドサイト数の減少が軽減した (***P < 0.001)。 
E. 単離糸球体を用いたNEP25/LMB2 + PI群 (n = 3) ではNEP25/LMB2 + VH 
(コントロール)群(n = 3)と比較してeNOS,VEGF mRNAは保たれおり、一方






ール(NEP25/LMB2マウス + VH)群 (n = 6)と比較してNEP25/LMB2マウス + 
PI群 (n = 8)では軽度である。強拡大 (× 400)ではNEP25/LMB2マウス + VH 
群のday8で上皮細胞増殖が認められ, day 12では硬化像が認められた。電顕では
NEP25/LMB2マウス + VH群 (n = 8)で係蹄内への血栓形成、またポドサイト
剥離が限局して認められる一方NEP25/LMB2マウス + PI群 (n = 8)ではポドサ
イト傷害が少なかった。 
B.血栓スコアは時系列に増加するがコントロール(NEP25/LMB2マウス + VH)
群 (n = 6)と比較してNEP25/LMB2マウス + PI群 (n = 8)では糸球体硬化が抑
制された(*P < 0.05)。


































NEP25/LMB2 + VH 
NEP25/LMB2 + PI
*
Figure 4. A PAI-1 inhibitor protected glomerular structure and podocyte injury in NEP25/LMB2 
mice. (A) Histology of the kidney cortex. At lower magnification (×200), the NEP25/LMB2 + PI 
mice showed lesser glomerular injury and tubular dilatation than the NEP25/LMB2 + VH mice. 
Higher magnification (×400) of PAM staining revealed parietal cell proliferation and thrombi on day 
8 and glomerulosclerosis on day 12 i  the NEP25/LMB2 + VH mice. Bowman’s space cells were 
interpreted as proliferating PECs and may well represent podocytes undergoing detachment in the 
NEP25/LMB2 + VH mice on day 8. Relatively normal glomeruli were noted in the NEP25/LMB2 + 
PI mice. Transmission electron microscopy of the glomerulus on day 12 is shown in the rightmost 
column. In the NEP25/LMB2 + VH mice, thrombotic formation was associated with degeneration in 
overlaying podocytes. These features were not observed, and the foot process was preserved in the 
NEP25/LMB2 + PI mice. Scale bar = 2 m. (B) Prevalence of glomerulosclerosis in NEP25/LMB2 
mice with or without the PAI-1 inhibitor. The sclerosis score was significantly lower in the 






NEP25/LMB2 + VHマウスではβ1 integrinのポドサイト内取込みを認める。









A.蛋白尿はヘパリンを投与した群 (NEP25/LMB2 + Hep, n = 5) と
NEP25/LMB2 + PBS群(n = 5)で有意差を認めず、両群とも時系列に増加を認め
た 
B.ヘパリンを投与した群 (NEP25/LMB2 + PLab, n = 5) とNEP25/LMB2 + 
PBS群 (n = 5)でWT-1陽性細胞は両群とも時系列に減少した。 
C. ヘパリンを投与した群 (NEP25/LMB2 + PLab, n = 5) では血栓スコアが


































uPA PAI-1 PAI-1/uPA Anti-uPAR +
PAI-1/uPA 
Figure 7. PAI-1 and the uPA complex induced cell detachment in podocytes in vitro. The number of 
podocytes incubated with the PAI-1/uPA complex was significantly reduced compared with that 
incubated with uPA, PAI-1 alone, and anti-uPAR + PAI-1/uPA. *P < 0.05 vs. uPA, PAI-1, and 
anti-uPAR + PAI-1/uPA.  
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Figure 8. The PAI-1/uPA complex induced translocation of 1 integrin from the podocyte surface to 
the cytoplasm via an uPAR-dependent mechanism. (A) Localization of 1 integrin and uPAR was 
visualized by confocal laser scanning microscopy. In cells treated with uPA or PAI-1 alone, we 
observed a lumpy pattern of 1 integrin expression on the cell surface and diffuse uPAR expression. 
In PAI-1/uPA complex-treated podocytes, 1 integrin and uPAR were co-localized in the cell 
cytoplasm. Anti-uPAR + PAI-1/uPA did not internalize 1 integrin. Scale bars = 10 m. (B) 
Co-localization between 1 integrin and uPAR was significantly augmented in PAI-1/uPA-treated 
cells (n = 30 per group). *P < 0.0001 vs. uPA, PAI-1, and anti-uPAR + PAI-1/uPA. Pearson’s 
correlation coefficient for 1 integrin and uPAR co-localization was calculated using Image J and 
JaCoP software. In every experiment using JaCop software, the red fluorescence indirectly emitted 
by 1 integrin was primarily detected in Ch1 and the green fluorescence indirectly emitted by uPAR 
was primarily detected in Ch2. In all calculations, the background was subtracted from the intensity 
values. 
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図13 PAI-1/uPA complex投与群ではβ1 integrinとuPARが小胞
体に取り込まれ細胞質内へ移動する 
 
A. ビオチン化タンパクのβ1 integrinウエスタンブロット. PAI-1/uPA complex
投与群では細胞膜表面のタンパクが減少していた 
B. 細胞質抽出タンパクのβ1 integrinウエスタンブロット. Aとは逆に
PAI-1/uPA complex投与群では他の群に比べて強発現していた 
C. 二重免疫電顕(β1 integrin; 5nm gold, uPAR; 10nm gold).PAI-1/uPA 
complex投与群ではβ1 integrinとuPARが小胞内への取り込み像が見られた
(scale bar = 50nm) 
D. 二重免疫電顕における細胞膜表面のgold数の割合.(uPA単独投与群 n = 4, 
PAI-1/uPA complex投与群 n = 6) β1 integrinとuPARはPAI-1/uPA 
complex投与群で明らかに細胞膜表面に存在するgoldの割合が減少してい
た.(*P < 0.05) 
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IHC; immunohistochemistry, IF; immunofluorescence, WB; Western blotting, 
IE; Immunoelectronmicroscopy, mAb monoclonal antibody, pAb polyclonal 
antibody, 
First Antibody Application Host Species Dilution Supplier
WT-1 IHC Goat pAb 1:200 Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA
PAI-1 IHC,IF Rabbit pAb 1:50,1:50 Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA
VEGF(A-20) WB Rabbit pAb 1:200 Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA
Synaptopodin IF Mouse mAb 1:1 PROGEN Biotechnik, Heidelberg, Germany
Fibrinogen IHC Rabbit pAb 1:500 Dako Cytomation, Denmark, A/S
uPAR IE Rat pAb 1:30 R&D systems, Minneapolis, MN
β1-­integrin IF,WB,IE Rabbit pAb 1:500, 1:30 Novus Biologicals ,Littelton,CO
β-­actin WB Mouse mAb 1:2000 Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Germany
α-­tublin WB Mouse mAb 1:500 Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Germany
Supplemental Table 1: Primary antibodies for imunostaining
IHC; immunohistochemistry, IF; immunofluorescence, mAb; monoclonal antibody, pAb; polyclonal antibody.
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Supplemental Table 2:  Sequence-specific primers for quantitative RT-PCR
PAI-1
TGF-­β
eNOS
VEGF
Desmin
